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Esta invencion se refiere a una nueva lipasa 



alcalina, no especlfica rde ;posTci6n, 



util t 



por ejemplo, 



en deter gentes . 



la cual es 



La invencion 



tambien se refiere a un roetodo para la produccion de 
la nueva lipasa y a una composicion detergente que 

♦ 

comprende . la nueva lipasa*. 



Dentro de los ultimos 5 anos, 



una lipasa 



microbiana derivada del hongo Humicola lanuginosa, ha 
sido introducida en muchas marcas comerciales de de- 
tergente, con el fin de mejorar la elimination de man- 
chas grasosas. Otras lipasas microbianas han sido 

tambien sugeridas para el uso _ en detergente s , por 
ejeroplo, la lipasa bacteriana de Ps eudomonas cepacia 

i 

(Patente Nor teamericana Numero 4,876,024). 

Muchos detergentes son alcalihos con un alto 



pH en solucion (por ejemplo, alrededor de pH 10) 



contienen un aditivo para atrapar los iones Ca 



El 



objetivo de esta invenci6n es propbrcionar una lipasa 
con alta actividad a pH alto, en ausencia de Ca ++ . 
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La lipasa debe ser no especifica de posicion, 
ser capa2 de hidrolizar todos los enlaces ester en 
los trigliceridos, 



Sorprendentemente t se ha encontrado que 

una lipasa no especifica de posicion, altamente al- 
calina, puede ser obtenida a partir de las cepas de 
Streptonyces t del. grupo ■ 1. No se sabia previamente 

» • 

que las cepas del grupo 1 de St reptomyces produjeran 
lipasa . 

En consecuencia , en su primer aspecto, la 
invencion proporciona una preparacion de lipasa la 
cual: 

(1) es no especifica de posicion, 

(2) ■ tiene una actividad a pH~ 10 ""qire es mas 
del 50% de la actividad al pH optimo, cuando ainbas 

■ 

actividades se deterninan en ausencia de Ca • con 
aceite de oliva como substrato y alcohol polivinilico 
como el emulsif icante , a AO °C por 20 minutos, y 

(3) es producible mediante cultivo de una 
cepa'de Streptomyces grupo 1. 

En otro aspecto tnas, la invencion propor- 

« 

ciona una lipasa que: 
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. (1) es no especffica de posicion, 

(2) tiene actividad optima a un pH en el 
rango de 9-11, cuando se determina con aceite de 
oliva como substrato, ' y alcohol polivinilico como 
emulsif icante, a AO °C por 20 minutos, y 

(3) es inmunologicamente identica a una li- 

■ 

pasa extracelular nativa para una cepa de Streptomyces 
del grupo 1. 

En un tercer aspecto, la invencion propor- 

■ 

ciona un proceso para producir la preparaci6n de lipa- 
sa de la invencion, que comprende el cultivo de una 
cepa que produce lipasa de Streptomyces del grupo 1, 
en un medio nutritivo apropiado, que contiene fuen- 
tes de carbono y de nitrSgeno, y sales inorganicas, 

r 

seguido por la recuperacion de la enzima deseada. 

En un aspecto adicional, la invenciSn pro- 
porciona una - composicion detergente que comprende la 
lipasa de la invencion. 




La presente invencion ' se ilus.tra ademas por 
referencia a los dibujos anexos, en los cuales: 

* 

Las Figuras 1-7 muestran perfiles de pH para 
la actividad de las preparaciones de lipasa de la in- 
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vencion, derivadas de las siguientes cepas: S. grx 

■ 

LB 501 (DSM 7349), S. griseus LB 502. (DSM 7350), S. 
coelicolor LB 511 (FERM BP-4236) , S. coelicolor LB 
512 (FERM BP-4237), St rept omices spp. LB 524 ( DSM 
8673), S, coelicolor N 2293 (ATCC 23899) y S. parvus 



N 2300 (ATCC 12433). 



Los detalles adicionales se 



dan en el Ejemplo 6. 

La Figura 8 muestra .crama to gramas de Iatroscan 

■ 

despues de la hidrolisis del aceite de oliva con una 
preparacion de lipasa de la invenci6n (de LB 502) y 

una lipasa especifica de posicion, de la tecnica 

. ■ 

anterior (Lipolase). Los detalles adicionales se dan 
en el Ejemplo 8. 



La Figura 9 muestra el efecto de la adicion 



de Ca sobre la actividad de una prejparacion de lipa- 



sa de la invention, 
en el Ejemplo 11, 



Los detalles adicionales se dan 



Micro or ganismos 



La cepa microbiana usada en esta .invencion 
es una bacteria del orden Act inomyce tales que perte- 
nece a Streptomyces del grupo 1, como se define por 



► 
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S.T. Williams 



colaboradores , 



Journal of 




Microbiology (1983), 129, 1743-1813. 

* 

Dentro de los Streptomyces del grupo 1, 
prefieren los siguientes subgrupos, especies y cepas. 
Las variantes y mutantes de los mismos. capaces de 
producir la lipasa descrita anteriorioente , pueden 
tambien ser usados en la invention* 



Subgrupo 


Especie 


Cepa 


• 

1A 

* 


O. cJLUlUOiicvuS 


• 

* 

■ 


S. coelicolor 


ATCC 23899 


FERM BP-4236 


FEKM BP-4 237 


S. limosus 


ATCC 197 78 (Cepa tipo) 


IB 

• 


S • alboviridis 


ATCC 25425 (Cepa tipo) 


S, griseus 


ATCC 23345 (Cepa tipo) 


DSM 7-342: 


DSM 7350 


S. parvus 


ATCC 12433 (Cepa tipo) 


S. setonii 


ATCC 25497 (Cepa tipo) 


1C 

■ 


S * nitrospor eus 


ATCC 12769 (Cepa tipo) 




Streptomyces spp. 


DSM 8672 



Las cepas de la ATCC, 



anter iormente nencio- 



na das , 



son libremente disponibles a partir de la 
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American Type Culture Collection, 12301 PaficIa^VJ 

* 

Drive, Rockville, Maryland, USA . 

Las siguientes cepas nan sido depositadas por 
los inventores bajo los terminos del Tratado de Budapest 

■ 

sobre el Reconocimient o Internacional d« los D§positos 
de Micr oorganismos para Fines de Procedimient os de 
Patente,. Las cepas .se clasificaron como se muestra 

■ 

enseguida. 



Designacion 
taxonomica 



Dep6sito N B 



Fecha de dep6sito 



Designacion 
del depositante 



S. griseus 

S. griseus 

S. coelicolor 

S. coelicolor 

Streptpmyces 
spp. 



DSM 7349 



DSM 7350 
PERM BP-4236 
FERM BP-4237 
DSM 8672 



10 de Diciembre de 1992 LB 501 

10 de Diciembre de 1992 LB 502 

10 de Marzo de 1993 LB 511 

10 de Marzo de 1993 LB 512 



2 de Noviembre de 1993 LB. 524 



En la presente, DSM indica un deposito reali- 

■i 

zado en Deutsche Sammlung von Mikr oor ganismen und 
Zellkulturen (Coleccion Alemana .. de Micxoor ganismos y 
Cultivos Celulares) (DSM), Manscheroder Web lb, 3300 

■ * 

Braunschweig, Alemania. FERM indica un deposito rea- 
lizado. en el Instituto Nacional de la Biociencia y la 



T^cnologia Humana (NIBHT), 



Agencia de Ciencia 
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Tecnologia Industrial, 



Ministro de Coraercio e 




tria Internacional , . 1-3, Higashi 1-choroe, Tsukuba- 
shi,- Ibaragi-ken 305, Japon. 



Especif icidad de posicion de la lipasa 



La especif icidad de posicion de una lipasa 
puede ser verif icada mediante la hidr61isis parcial 

* 

de un triglicerido y el analisis de los diglic€ridos 



f ormados , 



La lipasa de esta invenci6n forma el 1,3- 



diglicirido y el 1 , 2-digliciri do , 



y es por lo tanto 



no especifica de posici6n, por ejemplo, reacciona 

» 

* 

con los tres enlaces ester en un triglicerido. 



Actividad de la lipasa a pH alcalino 



La lipasa (enzima lipolitica) prop^orcionada 



por la invencion es altamente alcalina. 



Esta carac- 



terizada por tener mas del 50% (prefer entemente raSs 
del 80%) de su actividad optima a pH 10, cuando se 



determina en ausencia de Ca 



++ 



con aceite de oliva como 



substrato, y alcohol polivinflico como emulsi f icante , 
a 40 °C por 20 minutos* 

Alternati varaente , ' §sta puede estar carac- 

terizada por tener actividad optima de 9 o mas, cuando 
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se determina con aceite de oliva como sub£trat*^^.£^ 
alcohol polivinilico como emulsif icante , a AO °C por 

* 

20 minutos. Prefer en t emente t el pH 6ptimo esta 

en el rango de 9-11, por ejemplo, a un pH de 9.5 

* 

o mas, mas prefer en temeute a un pH de 10 o mas, 
por ejemplo* en el rango de pH 9.5 a pH 10.5. 

Actividad de la lipasa en presencia de detergente 

» 

Las lipasas preferidas de la invenci6n conser- 

■ 

van alta actividad en presencia de un detergente. 
Estas pueden estar caracter izadas por tener una acti- 
vidad en una solucion detergente a pH 10.2. la .cual 

* 

es mas del 50% de la actividad en el amortiguador al 
mismo pH , cuando se miden antbas actividades con acei- 
te de oliva como substrato a tiempo de- reaccion de 30 
minutos y la solucion detergente consiste de — 0-.35 gr/lt 
de bencen-sulf onato de alquilo lineal, -0.15 gr/lt de 
etoxilato de alcohol, 1.25 gr/lt de tripolif osf ato 

* 

de sodio f 1.00 gr/lt de sulfato de sodio, 0.45 gr/lt 
de carbonato de sodio y 0,15 gr/lt de metasilicato de 
sodio. 

Alternativamente , las lipasas preferidas 

pueden estar caract erizadas por tener una actividad 
en una solucion detergente a pH 7.5, la cual es al 
menos 75% de la actividad en el amortiguador al mismo 
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pH, 



cuando ambas actividades se miden con buil 




de p-nitrof enilo como el substrato, a 40 °C y 30 minu- 
tos da tiempo de reaccion, el ainorti guadoT es Tris- 
HC1 0,2 M f y la soluci6n detergente es. etoxilato de 
alcohol al 0.1% o sulfonato de alquilo lineal, 

Una lipase que tiene la actividad indicada 
en una solution detergente puede ser obtenida a partir 



de Streptomyces del subgrupo 1A 6 IB, 



por ejemplo, 



las especies S, griseus, S. coelicolor o S. parvus 
particularmente la cepa S. griseus DSM 7349 , DSM 7350, 



S. 



coelicolor 



FERM 



BP-4236, 



FERM 



BP-4237, 



23899, $. parvus ATCC 12433 o' Streptomyces spp. 
8672. 



ATCC 



DSM 



Actividad de la lipasa en ausencia de Ca 



En 



una modalidad particularmente pref erida t 



la lipasa de la invencion tiene una actividad en 

++ 



ausencia de Ca 
++ 



del mas del 50% de la actividad. a 

• » 

Ca , 50 mM, cuando ambas a c tividades se miden mediante 



el metodo de aceite de oliva/PVA descrito mas adelante. 

■ 

Una cepa microbiana capaz de producir una lipasa 
que tiene la actividad establecida en ausencia de Ca , 
es novedosa y es proporcionada por la invencion* Una 
cepa . pref erida es S. griseus DSM 7350, 
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Las lipasas no especlficas de position, Que 
tienen propiedades inmunologicas id§nticas o parcial- 
mente identicas a aquellas de una lipasa extracelular 
native para una cepa de Str eptomyces del grupo 1, y 
que tienen la actividad establecida a un alto pH, 
estin dentro del alcance de la invencion. Las pro- 
piedades inmunoquxxnicas pueden ser determinadas median- 
te pruebas inmunoquimicas de identidad de reaccion 
cruzada. Las pruebas de identidad pueden ser reali- 
zadas mediante el procedimient o Ouchterlony de doble 
inmunodif usion , bien conocido, o mediante la inmuno- 
electrof oresis cruzada en tandem de acuerdo a I. M. Roitt ; 

r 

Immunology, Gower Medical Publishing (1985) y N t H. Axelsen ; 
Handbook of Immunoprecipitation in Gel Techniques, Blackwell 
Scientific Publications (1983). Cap i tulpjt- _5 y 14. 

» 

Los tSrminos identidad inmunoquimica (identidad anti- 
genica) e identidad inmunoquimica parcial (identidad 
antigenica parcial) se describen en Axelsen, supra, 
Capitulos 5, 19 y 20 y Roitt, supra, Capitulo 6. 

El antisuero monoespeci f ico para el uso en 
pruebas inmunol6gicas puede ser producido, por ejemplo, 
en conejos, contra una lipasa purificada, por ejem- 
plo, como se describe en el Capitulo 41 de N,H. Axelen, 
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A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell 
Scientific Publications (1973). 

Deterroinacidn de la Actividad de la Lipasa 

La actividad de la lipasa es determinada usan- 
do aceite de oliva emulsificado con alcohol polivini- 
lico coibo substrato (aceite de oliva: solucion de PVA 
al 2%; 1:3, PVA t . n«1750 ± 50), Una mezcla de 0.1 ml 
de la solucion de lipasa, 0.2 ml de amortiguador de 
dietanolamina 200 mM, y 0.2 ml de emulsion de 

■ 

aceite de oliva/PVA, se agita a 40 °C por 10 6 20 
minutos. La reaccion se termina mediante la dismi- 
nucion del pH de la soluci6n hasta aproxiraa damen te 
2-2.5, con HC1. 

Despues de la terminaci&n, ■ se "airega al 
medio de reacciSn 2.2 ml de una mezcla 1:1 de cloro- 
formo y metanol , que contiene 0.091% de acido lito- 
c&lico como estandar interno, el medio es luego vi- 
gorosamente mezclado. Despues de la sedimentacion , 

la capa de solvente es eliminada y sujetada a deter- 
minacion para los Scidos grasos liberados mediante 
analisis de TLC-FID ( Iatroscan^R ) # 
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Production de lipasa 




La lipasa de la invention se puede producir 
mediante el cultivo de uno de los microorganismos 
descritos ant eriormente en un medio nutritivo apro- 
piado, que contiene fuentes de carbono y de nitro- 
geno y sales inorg&nicas, seguido por la recupexa- 
cion de la lipasa. 

La lipasa puede tambien ser obtenida me- 
diante tecnologia de ADN recombinante, mediante 
metodos conocidos en la tecnica per se, por ejem- 
plo, asislando un fragmento de ADN que codifica 

para la lipasa, . coobinando el fragmento de ADN con 
la seiial, o senales apropiadas de expresion en un vec- 

■ 

tor apropiado, introduciendo el vector o partes del 
mismo dentro de un huesped apropiado (por ejemplo, 
una Escherichia coli, un miembro del genew -Bacillus, 
Streptomyces o Sacchar omy ces , o es un hongo fila- 

mentoso, prefer en teoente un " miembro del genero As- 
pergillus), ya sea como un plasmido de replicacidn 
autonoma o integrado dentro del cromosoma, culti- 
vando el organismo huesped bajo condiciones que con- 
ducen a la expresion de la lipasa, y recuperando la 
lipasa del medio de cultivo. 
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Despues del cultivo, la lipasa puede ser recuperada- y w ,/. 
purificada del caldo de cultivo mediante metodos convencionales. 

■ 

tales como cromatograf la hidrofobica, cromatografia de intercambio 
inonico y combinaciones de los raismos. 



Aplicacion de la lipasa 

La lipasa de la invenci6n se puede usar en aplicaciones 
convencionales de lipasa, parti cularmente a un pH alto, por ejem- 
plo, en deter gentes y en procesamiento de cuero. 

La lipasa de la invencion es no especifica de posicion 
(por ejemplo, es capaz de hidrolizar los tres enlaces ester en un 
triglicerido) y esta puede tambien ser usada para la hidrolisis to- 
tal de grasa y aceites. Las condiciones adecuadas pueden ser pH 
7, 60 °C, ya que la lipasa es particularmente termoestable . al- 
rededor del pH neutro. 

Composiciones de- Detergents - • 

La lipasa de la invencion puede ser tipicamente agregada 
como un componente de una composicion deter gente. La composici6n 
detergente puede ademas incluir una o mas de otras enzimas tales 
como una proteasa, una celulasa, una peroxidasa, una oxidasa o 
una amilasa t convencionalmente incluidas en los aditivos para deter- 
gente. Las enzimas pueden ser incluxdas en composicion. detergente 
mediante la adicion de aditivos separados que contienen una o mas 

* 

enzimas y o mediante la adicion de un aditivo combinado que comprende 
todas estas enzimas. 
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Un aditivo para detergente , de la invencion , por 
ejemplo, un aditivo separado o un aditivo combinado , puede 
ser formulado, por ejemplo, como granulados, liguidoa, 
suspensiones, etc.. Las formulae ione 8 de aditivo para 
detergente, prefer idas, son granulados no polvosos, 
liquidos, en particular liquidos estabilizados, 
suspensiones , o enzimas protegidas. 

Los granulados libres de polvo pueden ser producidos, 
por ejemplo, como se describe en las Patentes 
Norteamericanas de Novo Industries A/S Nos. 4.106.991 y 
4.661.452, esta ultima correspondiente a la Patents 
Argentina 238.333 y pueden ser opciona 1 mente recubiertos 
mediante metodos conocidos en la tecnica. Las enzimas para 
detergente pueden ser mezcladas antes o despues de la 
gr anulac i6n . 

» 

Las preparaciones en zi ma tic as liquidas.. jpueden, por 
ejemplo, ser estabilizadas mediante la adicion de un 
poliol. tal como por ejemplo propilen glicol, un azucar o 
un .alcohol de azucar, dcido lactico o dcido b6rico, de 
acuerdo a metodos establecidos. Son bien conocidos en la 
tecnica otros estabilizadores enzim&ticos 

Las e nzima s protegidas pueden ser preparadas de 
acuerdo al metodo descrito en la Solicitud de Patente 
Europe a N* 238.216. 

La composici6n detergente de la invencidn 
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puede estar en cualquier forma conveniente, por ejem- 
plo, como polvo, granulos o liquido. Un detergente 
liquido puede ser acuoso, tipicamente conteniendo 
hasta 90% de agua y 0 20% de solvent* organico. 



La 



composition 



detergente comprende 



un 



surfactante que puede ser anionico, no iSnico, catio- 
nico, anfoterico o una mezcla de estos tipos. El 
detergente comprendera usualmente- 0 - 50% de surfactante 
anionico tal como bencen-sulf onat o de alquilo lineal 
(LAS), sulfonato de alfa-olefina (AOS), sulfato de 
alquilo (AS), etoxi-sulf ato de alcohol (AES) o jabon. 
Esta puede tambiSn contener 0 - 40% de surfactante no 
ionico tal corao etoxilato de nouil-fenol o etoxilato 

■ 

de alcohol. Ademas, esta puede contener un surfactante 
de amida de acido graso polihidr oxllico (por ejemplo, 
como se ' describe en la Solicitud de Patente Interna- 

cion.al N° . WQ 92/0615A). . 

El pH (medido en la solucion detergente 

■ 

acuosa) sera usualmente neutro o alcalino, por ejemplo, 
7-11. El detergente puede contener 1 - 40% de un 
aditivo para detergente tal como zeolita, fosfato, 



fosfonato, citrato, 
alquenil-succinico. 



NTA, 



EBTA o DTP A , 



anhidrido 



silicato , 



este puede ser 



sin aditivo (por ejemplo, esencialmente libre de un 
aditivo para detergente). Esta puede tambien contener 



\ 
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otTOS ingredientes detergentes convencionales t 
ejemplo, acondicionadores de tela, ' generadores de 
espuma, agentes b lanqueadores , por ejemplo, perborato, 
percarbonato, 'tetraacetil-etilen-diamina (TAED) , o 
nonanoiloxibencen-sulf onato (NOBS), agentes anticorr osion , 
agentes suspensores de suelo, agentes secuestradores , 

» 

agentes anti-resedimentacion de suelo, agentes estabi- 
lizadores para la . enzima o enzimas, depresores de 
espuma, colorantes, bactericidas , abr illantador es 

opticos o perfumes. 

Las formas particulares de la composicion 
detergente dentro del alcance de la invencion incluyen: 

a) Una composicion detergente formulada como 
un polvo detergente que contiene aditivo de fosfato, 
surfactante anionico, surfactante no ionico, silicato, 

* alcali para ajustar al pH deseado en el uso , y sal 

inorganica neutra. - . 

b) Una composicion detergente formulada 
como un polvo detergente que contiene aditivo de 
zeolita, surfactante ani6nico, surfactante no ionico, 
polimero acrilico o equivalente, silicato, alcali 

■ * 

para ajustar al pH deseado en el uso, y sal inorganica 
neutra. 

c) Una- composicion detergente formulada como 
un liquido detergente acuoso que comprende surfactante 
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anionico , surf actante 




organico, alcali caustico, con un pH en el uso, 
ajustado a un valor entre 7 y 10*5. 

d) Una composicion detergente formulada como 
un liquid© detergente no acuoso que comprende un 
surfactante no ionico liquid©, que consiste esencial- 
mente de alcohol primario alcoxilado, lineal, aditivo 
de fosfato, alcali ceustico, con un pH en el uso 
ajustado a un valor entre apr oximadamente 7 y 10.5. 

e) Una composicion detergente formulada como 
un polvo detergente en la forma de un granulado que 
tiene una densidad aparente de al menos 600 gr/lt t 
que contiene surfactante anionico y surfactante no 
ionico, baja o substancialmente cero sal inorganica 
neutra, aditivo de fosfato, y silicato de sodio- 

f) Una composicion detergente formulada como 
un polvo detergente en la forma de un .gramilado que 
tiene una densidad aparente de al menos 600 gr/lt, 
que contiene surfactante anionico y surfactante no 
ionico, baja o substancialmente cero sal' inorganica 
neutra, aditivo de zeolita, y silicato de sodio. 

g) Una composicion detergente formulada como 
un polvo detergente que contiene surfactante ani6nico, 
surfactante no ionico, polimero acrilico, jabon de 
acido graso, carbonato de sodio, sulfato de sodio. 
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particulas de arcilla, y silicato de sodio. 

h) Un detergente compacto liquido que comprende 
5 - 65% en peso de un surfactante, 0 - 50% en peso 
de aditivo y 0 - 30% en peso de electr&lito. 

Se contempla actualmente que, en la composicion 
detergente de la invencion, la enzima de la invencion 
puede ser agregada en una cantidad que corresponde a 
0.001 - 100 mg de enzima por litro de licor de lavado. 

* 

EJEMPLOS 

■ 

Los siguientes ejemplos ilustrati adicionalmente 
la presente invencion, y no se pretende que sean de 
ningun tnodo limitantes del alcance de la invenci5n, 
cotno es reclamada. 

EJEMPLO 1 .... 

Produccion de lipasa 

Cultivos de sierabra se produjeron en matraces 
de agitacion, a partir de cada una de las cepas 

k 

LB 501 (DSM 7349), LB 502 (DSM 7350), LB 511 ( FERM 
BP-4236), y LB 512 (FERM BP-4237), respectivamente , 
en un medio de Vaksman de la siguiente composicion 
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Glucosa . 
Peptona 

Extracto de carne 
NaCl 

pH ajustado a 6.5 



10 
5 
5 
5 



Despues de dos dlas a 30°C y 230 ppm, se 
i'nocularon 5 ml del cultivo de siembra en matraces 



de agitacion que 
medio (gr/litro) : 



contenian 100 ml del siguiente 



MR 

Pharmamedia ( surainistr ad o por Traders Protein, 
The Procter & Gamble Oilseed Products Co.) 20 gr 



Polvo de infusion de maiz 



Glicerol 



10 gr 
10 gr 



K,HP.0 4 



1 gr 

MgS0 4> 7 H 2 0 0.5 gr 

Ajuste de pH a 7.0 antes de esterilizar en 
autoclave . 

Esterili2aci6n en autoclave 20 min/121*C. 



S.e agrego 1 ml de aceite de jojoba a cada 
matraz de agitacion, y los matraces se cultivaron a 



27°C por 4 dxas a 230 rpm. 
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El caldo de cultivo se sujeto a sepaKa^-aa v . 
llquido/solido mediante centrif ugacion . El sobrenadante 
se seco por congelamiento , y se obtuvo una preparaci&n 
de poIyo crudo. 



EJEMPLO 2 



Produccion de lipasa 



Como se indica en seguida, se cultivaron 
cepas en matraces de agitacion de 250 ml que contenian 
100 ml de medios de cultivo denotados como ACT-1 , 
ACT-2, ACT-3, ACT-4 y ACT-5, teniendo la siguiente 



composition (ml/SF 


indica ml 


por 


matraz 


de agitacion): 

• 




ACT-1 


ACT-2 


ACT-3 


ACT-4 


ACT-5 


Pharmamedia (g/1) 


20 


20 


20 


20 


20 


C.S.P. (g/1) 


10 


10 

i * 


10 




10 


Amina N.Z. (g/1) 








10 




Glicerol (G/1) 


10 


10 


10 


10 


10 


MgSO A *7H 2 0 


0.5 


0.5 


0.5 


0.5 


0.5 


K 2 HP0 4 (g/l) 


1 


1 


1 


1 


1 


Aceite de jojoba (ml/SF) 


1 




1 


.1 


2 


Aceite de soya (ml/SF) 




2 








Ajustar a pH 


6.0 


6.5 


6.5 


6.0 


6.0 
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Cada cepa se cultivo a 27°C por 4 

■ 

final del cultivo, se midieron el pH y la actividad 
de la lipase (LU) del caldo.de cultivo. Una Unidad 
de Lipase (LU) es la centidad de enzima la cual, 
bajo condiciones estandares (por ejemplo a 30°C; pH 
7.0; y substrate d* tributirina) libera un ■icroaol 
de acido butirico titulable, por *inuto. Resultedos: 



Especie 



Cepa 



Medio de 
cultivo 



pH despues 
del cultivo 



LO/ml 



S. griseus 


LB 501 


ACT-1 


8.1 


8.0 


S. griseus 


LB 502 


ACT-2 


8.3 


3.0 


S. coelicolor 


LB 511 


ACT-5 


8.7 


6.5 


S. coelicolor 


LB 512 


ACT-3 


8.2 


6.4 


Streptomyces spp. 


LB 524 


ACT-1 


8.3 


3.5 


S. coelicolor 


ATCC 23899 


ACT-1 


8,6 


4.5 


S . parvus 


ATCC 12433 


ACT-l" 


8.4 


3.1 



EJEMPL0 3 



Produccion de lipasa 



se cultivaron 



Cono se indica en seguida, 
cepas en matraces de agitacion que contenian medio 
de cultivo ACT-1 (descrito en el Ejemplo 2) a 27°C. 
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El pH y la 
se midieron 
fueron como sigue: 




actividad de la lipasa del caldo de cTSSU^.pPj v 
despues de 3, 4 y 5 dlas. Los resultados 



Especie 

* 


Cepa 


Dla Actividad LU pH 


S. griseus 

* 


* 

LB 502 (DSM 
7350) 


3 10,6 8.3 

4 10 8.7 

ft i f\ Oft 

5 10 8.9 


S. coelicolor 


ATCC 23899 


3 5.2 6.8 

4 6.1 8.0 

5 2.6 o.o 


S. limosus 

i 


' ATCC 19778 


3 0.6 7.1 

4 1.5 7.1 

5 2.2 7.5 


m 

S. alboviridis . 


ATCC 25425 


3 1.8 8.1 

4 .. . 4.6 8.4 

5 5.2 8.8 


S. griseus 


ATCC 23345 


3 2.1 7.9 

1 4 

1 

4 2.9 8.1 

5 -2.*" 8,1 


S. parvus 


ATCC 12433 


4 0.6 8.1 

5 1.2 8.2 
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Especie 



S. setonii 



S. nitrosporeus 



Cepa 



ATCC 25497 



ATCC 12769 



Dia 




Actividad LU V * pR \ 



35 
56 
72 



7.6 
7.9 
8.3 



3 
4 



0.5 
0,2 
0.7 



7.4 
7.9 
8.0 



EJEMPLO k 



Production de lipasa a partir de S. griseus LB 502 



(PSM 7350) 



Se cultivo la cepa a 27°C en aatraces* de 
agitacion, en un medio que tiene la siguiente compo- 
sicion: 



Pharmamedia 

Polvo de in£iisi6n de maiz 

Glicerol 

K 2 HP0 A 

MgSO 4 -7H 2 0 

» 

Aceite de jojoba 
pH ajustado a 



20 g/1 
6.64 g/1 
10 g/1 

1 g/1 
0.5 g/1 

1 ml/matraz de agitacion 
6.0 
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Despues de 4 dias, el rendiniento 
aproximadamente 30 LU/ml. 

EJEMPLO 5 

Purificacion de la lipasa 

La lipasa cruda provenience de S. griseus 
LB 501 (DSM 7349) se purifico mediante cr omatograf la 
hidrofobica seguida por cr omatograf ia de intercambio 
ionico, como sigue. 

Cromatograf £a hidrofobica: El -polvo de lipasa 
cruda, preparado en el Ejemplo 1, se disolvio y se 

* 

ajusto a CH 3 C00NH A 3.5 M. Este se aplico a una 
columna de t-Butil Macropep HIC (producto de Biorad), 
y la columna se lavo con la misma concentracion de 
CH^COONH^ para eliminar la mayor parte del_. color y 
de la proteina. En seguida se comenzS un gradiente, 
primero rapidamente hasta 1 M, luego lentamente hasta 
0 M* Se observaron dos picos en el cromatograma , y 

* 

en consecuencia se recolectaron dos combinaciones de 
lipasa. La recuperacion total de la actividad de 
lipasa fue mayor del 80%. 

Cr omatograf la de intercambio ionico: Despues 
de concentrar y desionizar mediante ul traf il tracion 
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(recuperaciSn de 60 - 70%, debido a la alta vistosidad), 
cada combination se aplico a una columna de DEAE~ 

> 

Toyopearl. Se observo un pico araplio que contenia 
la actividad de la lipasa en el cr omat ograma , y se 
recolecto. Se elimin6 algo del color., y la recupera- 
tion de la actividad de la lipasa fue mayor del 
80%. Finalmente, cada combinacion se ultrafiltro 
otra vez (recuperation mayor del 80%). 

El material inicial tuvo una actividad de 
lipasa, total, de 16,500 LU . Las combinaciones 1 y 
2 tuvieron actividades de lipasa especificas de 74.4 
LU/mg de proteina y 43.3 LU/mg de proteina, y acti- 
vidades de lipasa total de 3350 LU y 1860 LU, respec- 
tivamente* De este modo, la recuperacion total de 
la actividad de la lipasa fue de 32%. 

Se encontro que ambas combinaciones contenian 
al menos dos lipasas que tienen puntos isoelec tr i cos 

mm * » m~m+w «hm • ■ 

* 

(mediante enfoque isoelectric©) de 5,5 o menos, y 

a 

pesos moleculares entre 28 y 43 kD. 



EJEMPL0 6 



Curvas de la actividad de pH de las preparaciones de 
lipasa 
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Se determinaron los perfiles de pH para las" 
preparatories de lipasa a 
cepas: 




S. griseus LB 501 (DSM 7349) 

S. griseus LB 502 (DSM 7350) 

S. coelicolor LB 511 (FERM BP-4236) 

S. coelicolor LB 512 (FERM BP-4237) 

Streptomyces spp. LB 524 (DMS 8672) 

S. coelicolor N 2293 (ATCC 23899) 

5. parvus N 2300 { ATCC 12433) 



Los perfiles de pH de las preparaciones de 
lipasa se determinaron en ausencia de Ca** a 40°C con 
aceite de oliva como substrato, y PVA como emulsifi- 
cante a tiempo de reaccion de . 20 minutos, usando 
amortiguador de glicina a pH 8.5 r 10.5. Las. ^r.esultados 
se presentan en las Figuras 1-7 como actividad 
relativa (% rel.) contra el pH. 

Se observa que las lipasas tienen actividad 

++ 

optima en ausencia de Ca aproximadamente a pH 9 - 10, 

■ 

y que estas tienen mas de 50% de la actividad optima 
a pH 10. 



NZAS-0024944 



EJEMPLO 7 



Actividad de la lipasa a pH alcalino 



Se probaron preparaciones de lipasa para la 
actividad de la lipasa a pH 6 - I0 t mediante una 
tecnica de placa de difusion. 

Se probaron las preparaciones de lipasa 
obteriidas despues de 3 y 4 dias de cultivo en el 
Ejemplo 3. Las placas de difusion se prepararon 
como se describe en el Ejemplo 11 de WO 88/02775 con 
un medio de prueba que contiene aceite de oliva y 
PVA a pH 6, 8.5 y 10, respectivamente , y se 
determino la presencia o ausencia de la actividad de 
la lipasa al pH del medio, a partir de la apariencia 
de una zona de claridad. 

Los . resultados mostraxon que. — t^.das las 
preparaciones de lipasa del Ejemplo 3 presentaron 
actividad a pH 6, 8,5 y 10, por ejemplo, estas son 
todas activas a pH alto hasta pH 10. 
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EJEMPLO 8 



Especif icidad de posicion 



La especif icidad de posicion se determino 
mediante la hidrdlisis de triglicerido y el analisis 
de los digliceridos formados con una preparacion de 
lipasa de la invencion. 

Una preparaci5n de lipasa de S. griseus 
LB 502 (DSM 7350) se uso para hidrolizar el aceite 
de oliva como substrato, con PVA como emulsif leant e 
a pH 10 en amortiguad or de glicina por 30 minutos 
a pH 10, despues de lo cual los productos de la 
hidrolisis se analizaron mediante Iatroscan. Se uso 
para comparacion Lipolase, una preparacion de lipasa 
especifica de posicion, de la tecnica anterior, 
derivada de Humicola lanuginosa. ■ 

Los resultados se muestran en- la Figura 8. 
Se observa que, con la preparacion de lipasa de 
la invencion, se formo mas 1 , 3-diglicer i do que 
1 , 2-diglicerido , indicando que la preparacion es no 
especifica de posicion, con mas alta actividad en 
la posicion 2 que en las posiciones 1 y 3 del trigli- 
cerido, Lipolase casi no dio formacion de 1 , 3-diglicer ido , 
confirmando que es especifico de posicion, por ejemplo 
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reacciona unicamente en las posiciones 1 
trigli cer ido . 

Las preparacibnes de lipasa de la invention 
a partir de Streptomyces spp. LB 524 (DSM 8672), 
S. coelicolor N 2293 (ATCC 23899) y S. parvus N 2300 



(ATCC 12433) 
LB 502. 



produjeron resultados similares como 



EJEMPLO 9 



Efecto del detergente sobre' la actividad de la lipasa 



La actividad de la lipasa de diversas prepa- 
raciones de lipasa se midio en presencia de 0.1% 
de un surfactante no ionico o anionico (etoxilato de 



alcohol 



7.5, 



bencen-sulfonato de alquilo lineal) 



pH 



y se . comparo con un control . sin detergente. 

Se usaron las preparaciones de lipasa del 
Ejemplo 2. En cada prueba, se mezclo 0.1 ml de 
solucion de lipasa con 0.4 ml de una solucion 0.4 
mM de butirato de p-ni tro.f enilo en Tris-HCl 0.2 M 



(pH 7.5) 



0.5 ml de una solucion detergente al 



0. 2%. 



Se realizo un control con agua en vez de 



con solucion detergente. La mezcla se incubo a 40°C 
por 30 minutos, y se determine el grado de hidrolisis 



in 
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mediante la medicion de la densidad optica a 

Los resultados se expresan como la actividad 
relativa en presencia de detergente, en comparacion 
al control. 



Especie 


Cepa 


Actividad relativa 


en el detergents 






Etoxilato de 

al rrhril 


Sulfonate de 
alquilbenceno 
lineal 


» 

S. griseus 


LB 501 (DSM 7349) 


55 % 


75 % 


S. griseus 


* 

LB 502 (DSM 7350) 


MOO % 


MOO % 


S. coelicolor 


LB 511 

(FERM BP-4236) 


100 % 


21 % 


S. coelicolor 


LB 512 

(FERM BP- A 237) 


87 % 


•50 % 

* 


Strep tomyces spp. 


LB 524 (DSM 8672) 


100 % 


97 % 


S. coelicolor 


ATCC 23899 


95 % 


75 % 


S. parvus 


ATCC 12433 

* 


97 % 


MOO % 



Se observa que en presencia de etoxilato de 
alcohol, todas las pr eparaciones de lipasa conservan 
mas del 50% de su actividad, la mayor£a conservan 
mas del 75%, y algunas conservan m$s del 90%. En 
presencia de bencen-sulf onato de alquilc lineal, la 
mayoria de las pr eparaciones de lipasa conservan al 
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menos 



50% 



de 



su 



actividad , 



- 31 - 



la mayoria de s estas V 




conservan al menos 75%, . y algunas conservan mas- 



del 90%, 

* 

EJEMPLO 10 

* 

Actividad de lipasa en el detergente 

La actividad de lipasa de varies preparaciones 
de lipasa se midio en. una solucion de un \ detergente 
con aditivo, a pH alto, y se comparo con un control 

sin detergente. 

En cada prueba, la pr«paracion de lipasa 
se agrego a una solucion detergente de la siguiente 

« 

composicion (indicado como material activo). La mezcla 
se incubo con aceite de oliva como substrato y PVA 
como emulsif icant e a 40°C por 30 minuto_s.,__. despues 
de esto se determino la cantidad de acido graso 
libre formado. Se realizo un control . con glicina 
o amortiguador de dietanol al mismo pH en vez de 
la solucion detergente. 
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Bencen-sulf onato de alquilo lineal (Nansa 1169/P) 

Etoxilato de alcohol (Dobanol 25-7) 

Tripolifosfato de sodio (STPP) 

Sulfato de sodio 

Carbonato de sodio 

Metasilicato de sodio 

pH 



Los resultados se expresan como actividad 
relativa en presencia de detergente, en coaparacion 
al control. 



Especie 



Cepa 



Actividad relativa en la 
solucion detergente 



S. griseus 
Streptomyces spp, 
S. coelicolor 
S. parvus 



IB 502 (DSM 7350) 
LB 524 (DSM 8672) 



ATCC 23899 



ATCC 12433 



67 % 
76 % 
96 % 
73 % 



Se observa que las pr eparaciones anteriores 
de lipasa tienen una actividad relativa de mas del 
50% en la solucion detergente, en coraparacion al 
control . 



* 
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EJEMPLO 11 




/ >r •* V •,»■■* 



Efecto del Ca 



sobre la actividad de la lipasa 



Se midi5 la actividad de una preparacion 

de lipasa de la invention sin la adicion de Ca y 

++ 

con adicion de diversas cantidades de Ca 



Una 



preparacion 



de 



lipasa proveniente de 



S. griseus LB 502 (DSM 7350) se incubo con aceite 



de 



olivo como substrato y PVA como emulsif icante, 



a 40°C por 



30 



minut os , 



en un amortiguador de 



dietanolamina a pH 10, despues de lo cual se deter^ 



mxno 



el grado de hidr61isis 



El experiment© se 



repitio con la adicion de una sal de calcio en 
diversas concent raciones . 



9. 



Los resultados se muestran en la Figura 
Se observa que * la actividad de- la-- lipasa de 



esta preparacion no disminuye cuando ■ se disminuye 



la concen tracion de Ca 
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US: 195.423 
eng. 



Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de Ja 
presente invenci6n y la forma como la misma ha de ser llevada a fa practica se 
declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo: 

1 . Una lipasa, caracterizada porque: 

(1) es no especifica de position, 

(2) tiene una actividad a pH 10 que es mayor del 50% de la actividad al pH 
optimo, cuando ambas actividades se determinan en ausencia de Ca** con 
aceite de oliva como substrata y alcohol polivinilico como emulsificante, a 40°C 
por 20 minutos, y 

(3) es producible mediante el cultivo de una cepa de Streptomyces del 
grupo 1. 

2. La lipasa de conformidad con la reivindicacion 1 , caracterizada porque la 
cepa es S. coelicolor, S. limosus, S. alboviridis, S. griseus, S. parvus, S. setonii, 
S.nitrosporeus o Streptomyces spp. DSM 8672. 

3. La lipasa de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizada porque la 
cepa es S. coelicolor FERM BP-4236, FERM BP^4237, ATCC 23899, S limosus 
ATCC 19778, S. alboviridis ATCC 25425, S. griseus ATCC 23345, DSM 7349, 
DSM 7350, S. parvus ATCC 12433, D. setonii ATCC 25497 6 S. nitrosporeus 
ATCC 27472. 

4. La lipasa de conformidad con la reivindicaci6n 1 , caracterizada porque 
tiene una actividad en una solucibn detergente a pH 10.2, que es mayor del 50% 
de la actividad en un amortiguador a pH 10, cuando ambas actividades se miden 
con aceite de oliva como substrata y alcohol polivinilico como emulsificante, a un 
tiempo de reaccion de 30 minutos, y la solution detergente consiste de 0,35 g/lt 
de bencen-sulfonato de alquilo lineal, 0,15 g/lt de etoxilato de alcohol, 1,25 g/lt de 



NZAS-0024952 



-35- 



V - •■ f i 

v // 




J 



tripolifosfato de sodio 1 ,00 g/lt de sulfato de sodio 



, 0,45 g/lt de rarbona!0^ f ^pdjQ^ 




y 0, 1 5 g/lt de metasilicato de sodio. 

5. La Hpasa de conformidad con la reivindicaci6n4, caracterizada porque la 
cepa es una cepa Streptomyces subgrupo 1 A 6 1 B. 

6. La lipasa de conformidad con la reivindiaci6n 5 t caracterizada porque la 
cepa es S. griseus, S. coelicolor 6 S. parvus 6 Streptomyces spp. DSM 8672. 

7. La lipasa de conformidad con la reivindiacion 6, caracterizada porque la 
cepa es S. griseus DSM 7349, DSM 7350 t S. coelicolor FERM BP-4236, FERM 
BP-4237, ATCC 23899 6 S. parvus ATCC 12433. 

8. La lipasa de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizada porque 
tiene una actividad en ausencia de Ca ++ que es mayor de 50% de la actividad a 
Ca ++ 50 mM, cuando ambas actividades se miden con aceite de oliva como 
substrato y alcohol poHvinilico como emulsificante, a pH 10. 

9. La lipasa de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizada porque la 
cepa es S. griseus DSM 7350. 

10". La lipasa de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 



precedentes, caracterizada porque se proporciona como un aditivo para 
detergente en la forma de un granulado no polvoso, un liquido estabifizado, una 
suspensi6n, o una enzima protegida. 

11. Una lipasa, caracterizada porque: 

(1) es no especifica de posicion, 

(2) tiene actividad optima a un pH en el rango de 9-11, cuando se 
determina con aceite de oliva como substrato y alcohol polivimlico como el 
emulsificante, a 40°C por 20 minutos, y 

(3) es inmunologicamente id6ntica o parcialmente identica con una lipasa 
extraceiular nativa para una cepa de Streptomyces del grupo 1. 
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12. Una cepa de Streptomyces griseus, caracterizada porque es capaz de 
producir la preparacion de lipasa de confomridad con la reivindicaci6n 6. '^s=ss^ 

13. La cepa de conformidad con ta reivindicacion 12, caracterizada porque 
es S griseus DSM 7350 o un mutante o variante de la misma, capaz de producir 
la preparaci6n de lipasa. 

14. Un proceso para la production de una preparaci6n de lipasa de 

♦ 

conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por el 
proceso porque comprende el cultivo de una cepa de Streptomyces del grupo 1 
que produce lipasa, en un medio nutritivo apropiado, que contiene fuentes de 
carbono y de nitrogeno y sales inorganicas, seguido por la recuperacion de la 
preparacion de lipasa. 

15. El proceso de conformidad con la reivindicacion 14 t caracterizado 
porque la cepa es S coelicolor, S. Hmosus, S. alboviridis, S. griseus, S. parvus S. 
setonii, S. nitrosporeus o Streptomyces spp. DSM 8672. 

16. El proceso de conformidad con la reivindicacion 15, caracterizado 
porque la cepa es S. coelicolor FERM BP-4236, FERM BP-4237, ATCC 23899, S. 
limosus ATCC 19778, S. alboviridis ATCC 25425, S griseus ATCC 23345, DSM 
7349, DSM 7350, S. parvus ATCC 12433, S. setonii ATCC 25497 o S. 
nitrosporeus ATCC 27472 o una variante o mutante de las mismas, que produce 
lipasa. 

17. Una composici6n detergente, caracterizada porque comprende un 
surfactante y la preparacion de lipasa de conformidad con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10. 

18. La composicion detergente de conformidad con la reivindicacion 17, 
caracterizada ademas porque comprende 1-40 % de un aditivo para detergente, y 
la cual tiene un pH de 7-1 1 , medido en una solucion acuosa. 

19. La composicion detergente de conformidad con la reivindicacion 18, 



r 4 
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caracterizada porque el aditivo es un aditivo de fosfato o una zeolita. 



p. NOVO-NORDISK 
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CAKLOS A. ALONSO 



NZAS-0024955 




100-1 




80 



N 

60 

1 

6 



40- 



20- 




8 



8.5 



9.5 



— r- 

10 



10.5 



— i 

11 



PE&F/L &£fH tie L/Pflsf) LB 501 



Fig. 1 



NZAS-0024956 





100-j 




80- 








60- 








40- 




• 




♦ 

20 












oi 



8 



8.5 



9.5 



— !— 

10 



10.5 



1 1 



PEAF/L t££M DF UP/tSfi LB So? 



Fig. 2 



N2AS-0024957 




Fig. 3 



• 
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